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Резюме. Нами разработана тест-система «БиоЛактам», позволяющая регистрировать уровень бета-
лактамазной активности в биологических субстратах. В настоящем исследовании мы оценили принципиальную
возможность определения бета-лактамазной активности мокроты при помощи тест-системы «БиоЛактам», а также
выполнили анализ клинической значимости данного параметра. В результате было установлено, что разработанная
нами тест-система может успешно использоваться для качественной и количественной оценки бета-лактамазной
активности мокроты. Показано, что до 89% проб мокроты обладает бета-лактамазной активностью, отличной от
нуля; при этом бета-лактамазная активность мокроты у больных пневмониями, ХОБЛ и раком легких значимо не
различается. По крайней мере в некоторых случаях определенный вклад в суммарный уровень бета-лактамазной
активности мокроты вносит ЧСА; влияние свойств ЧСА на результаты замеров можно устранить путем обработки
проб мокроты взвесью гранул голубой сефарозы. Относительно высокая (более 20%) бета-лактамазная активность
мокроты достоверно увеличивает вероятность неудачи стартовой эмпирической антибиотикотерапии бактериальных
поражений бронхов и легких в 2,0-3,1 раза. В конечном итоге, тест-система «БиоЛактам» позволяет оценить наличие
и уровень бета-лактамазной активности мокроты без обязательного этапа выделения из нее чистой культуры
возбудителя.
Ключевые слова: тест-система «БиоЛактам», бета-лактамазная активность, мокрота, антибактери-
альная терапия, бактериальные поражения легких.
Abstract. We have designed the test system «BioLactam» which is capable of registering the level of beta-
lactamase activity in biological substrates. In the present study we have evaluated the fundamental possibility of determining
beta-lactamase activity of sputum using the test system «BioLactam», and also made an analysis of clinical significance
of this parameter. As a result it has been revealed that our test system may be successfully used for qualitative and
quantitative evaluation of beta-lactamase activity in sputum. Up to 89% of sputum samples possess beta-lactamase
activity which is above zero; for all this, beta-lactamase activity of sputum in patients having pneumonia, chronic obstructive
pulmonary diseases and cancer of the lungs doesnt differ reliably. At least in some cases human serum albumin contributes
to the total level of beta-lactamase activity of sputum; this influence may be eliminated by the treatment of sputum samples
with suspension of Blue Sepharose beads (Sigma cat. # R9903). Relatively high (above 20%) beta-lactamase activity of
sputum reliably increases 2,0-3,1 times the probability of failure of starting empirical antibacterial treatment of bacterial
lesions of bronchi and lungs. Ultimately, test system «BioLactam» enables us to evaluate the presence and the level of
sputum beta-lactamase activity avoiding the mandatory step of obtaining pure culture of microbial agent from the sputum.
Адрес для корреспонденции: 210023, г.Витебск, пр-т
Фрунзе, 27, Витебский государственный медицинский
университет, кафедра инфекционных болезней, тел.
8 (0212) 24-33-46  Жильцов И.В.
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Бета-лактамы  семейство антибиотиков,включающее более 6 структурных разно-видностей, каждая из которых содержит
2-ацетидиноновое кольцо. Они проявили
необычайно высокую активность против ши-
рокого спектра бактериальных патогенов, об-
ладая при этом низкой (если не нулевой) ток-
сичностью для клеток млекопитающих. При-
нято считать, что антибиотики бета-лак-
тамной группы  самые удачные антибакте-
риальные препараты с начала эры антибио-
тиков [1].Устойчивость бактерий к бета-лак-
тамным антибиотикам и ингибиторам бета-
лактамаз  непрерывно растущая проблема.
За последние 60 лет частота и уровень устой-
чивости бактерий к данному классу антиби-
отиков неуклонно возрастали, вплоть до на-
стоящего момента, когда многие полагают, что
бета-лактамы вскоре окажутся неспособны-
ми бороться с тяжелыми бактериальными
инфекциями [2]. Считается, что основным
механизмом возрастающей резистентности
бактерий к данному классу антибактериаль-
ных препаратов является врожденная либо
приобретенная способность продуцировать
бета-лактамазы  ферменты, способные гид-
ролизовать эндоциклическую пептидную
связь в бета-лактамных антибиотиках [3, 4,
5]. Выявление факта продукции бета-лакта-
маз болезнетворными бактериями и оценка
их способности гидролизовать ключевые ан-
тибиотики бета-лактамного ряда лежит в ос-
нове способа коррекции антибактериальной
терапии, широко применяемого в практике
работы соматических и инфекционных ста-
ционаров. Для этого обычно используют дис-
ко-диффузионный метод либо (гораздо реже)
метод Е-тестов либо серийных разведений в
агаре [6]. Тем не менее, перечисленные ме-
тоды бактериологического анализа имеют,
наряду с достоинствами, и серьезные недо-
статки. Так, считающийся наиболее точным
и обладающий наилучшей воспроизводимо-
стью метод серийных разведений в агаре от-
личается высокой стоимостью, значительной
сложностью проведения, большим расходом
реагентов и лабораторной посуды, строгими
требованиями к качеству питательных сред
и соблюдению рекомендованных способов их
приготовления, а также значительной про-
должительностью собственно анализа. Ме-
тод Е-тестов прост в исполнении, но набо-
ры реагентов для него чрезвычайно дороги.
В свою очередь, диско-диффузионный метод
позволяет получить удовлетворительную вос-
производимость результатов только при ус-
ловии соблюдения достаточно строгих реко-
мендованных условий тестирования и при-
готовления расходных материалов [7, 8], что
на практике приводит к существенным раз-
личиям в результатах данного анализа, полу-
чаемых на идентичном материале в разных
лабораториях. Более того, постоянно встает
вопрос о сопоставимости данных, получен-
ных с использованием разных методов ана-
лиза антибиотикоустойчивости. Важным яв-
ляется и то, что отнюдь не всегда сотрудни-
кам бактериологических лабораторий удает-
ся выделить из биологического материала чи-
стую культуру возбудителя заболевания, даже
при наличии типичной клинической карти-
ны и четкого эпидемиологического анамне-
за; без чистой же культуры нельзя выполнить
ни один из вышеперечисленных методов ана-
лиза.
С целью упрощения, ускорения и удешев-
ления процедуры анализа устойчивости мик-
роорганизмов к бета-лактамным антибиоти-
кам, а также унификации получаемых резуль-
татов нами разработана тест-система «Био-
Лактам». Указанная тест-система позволяет
количественно оценивать уровень «суммар-
ной» бета-лактамазной активности в биоло-
гических жидкостях (сыворотке крови, спин-
номозговой жидкости, моче, слюне), а также
в биологических субстратах, из которых мож-
но приготовить прозрачный фильтрат (в час-
тности, в мокроте), независимо от факта вы-
деления чистой культуры возбудителя заболе-
вания из данного биологического материала.
Соответственно, целью настоящего ис-
следования была оценка принципиальной
возможности определения бета-лактамазной
активности мокроты при помощи тест-систе-
мы «БиоЛактам», а также анализ клинической
значимости данного параметра.
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Методы
Образцы мокроты (всего 163) были по-
лучены при фибробронхоскопии, проводимой
больным с бронхолегочной патологией в про-
цессе планового обследования в эндоскопи-
ческом отделении БСМП г. Витебска. Из 163
больных, включенных в исследование, у 124
была диагностирована пневмония, у 45 
ХОБЛ, у 23  рак легких, у 6 был выявлен сар-
коидоз, у 3  ТЭЛА. У многих больных была
выявлена комбинированная патология, т.е.
одновременное наличие пневмонии и ХОБЛ
(26 случаев), пневмонии и рака легких (5 слу-
чаев), а также ХОБЛ и рака легких (5 случаев).
Среди обследованных лиц преобладали муж-
чины (n=127, 77,9%); соответственно женщин
в группе было 36 (22,1%). Средний возраст
больных составил 57,9 лет (95% ДИ:
55,666,3). Среднетяжелое течение заболе-
вания наблюдалось у 149 больных (91,4%),
тяжелое  у 14 (8,6%); случаев легкого тече-
ния выявлено не было. Средний срок госпи-
тализации больных, включенных в исследо-
вание, составил 14,8 суток (95% ДИ: 12,4
17,3). Диагностика пневмонии и определе-
ние степени тяжести патологического процес-
са производилось в соответствии с действу-
ющими нормативными документами Мини-
стерства здравоохранения Республики Бела-
русь.
Собранная при фибробронхоскопии мок-
рота сохранялась при -20°С. Предварительно
производилось стандартное бактериологичес-
кое исследование мокроты на базе бактерио-
логической лаборатории ВОКИБ в соответ-
ствии с приказом МЗ СССР №535 от 22 апре-
ля 1985 г. [9]. Все выделенные изоляты мик-
роорганизмов были протестированы на пред-
мет устойчивости к ампициллину, цефотакси-
му и амоксициллин/ клавуланату, что должно
было позволить нам зафиксировать продук-
цию бета-лактамаз вообще, и БЛРС  в част-
ности. Для этого был использован диско-диф-
фузионный метод [6].
Непосредственно перед экспериментом
все пробы мокроты были одновременно раз-
морожены; пробирки с образцами мокроты 1)
выдерживались в ультразвуковой ванне в те-
чение 30 минут при 37°С с целью дезинтегра-
ции плотных комочков мокроты и гноя и пе-
рехода их содержимого в раствор; 2) интен-
сивно встряхивались на вортексе в течение 5
минут до полного перемешивания содержи-
мого, и 3) центрифугировались при 12.000 об/
мин в течение 5 минут. По окончании цент-
рифугирования отделялся прозрачный надо-
садок, который использовался в дальнейших
исследованиях, вязкая же часть мокроты (оса-
док) аннулировалась. В случае, если объем
прозрачного надосадка был слишком мал, в
пробирку добавлялось 0,5 мл стерильного фи-
зиологического раствора хлорида натрия, пос-
ле чего процесс обработки повторялся с пун-
кта 2.
В основе функционирования тест-систе-
мы «БиоЛактам» лежит хроматографическая
методика, базирующаяся на изменении окрас-
ки синтетического антибиотика цефалоспори-
нового ряда нитроцефина при распаде его
бета-лактамной связи. При этом происходит
батохромный сдвиг в хромофорной системе
молекулы, и окраска реакционной смеси ме-
няется с желтой на красно-оранжевую. Мак-
симум поглощения продукта реакции меняет-
ся с 390 нм на 486 нм, что и делает возмож-
ным спектрофотометрическую детекцию. По-
казано, что нитроцефин разрушается всеми
известными бета-лактамазами [10]. Для экс-
периментов мы использовали химически чи-
стый нитроцефин производства Calbiochem
(кат. № 484400). Бета-лактамазная активность
оценивалась в % распада стандартного коли-
чества нитроцефина, вносимого в каждую
пробу.
Статистический анализ результатов ис-
следования производился при помощи анали-
тических пакетов Statistica 8.0 и SPSS 19.
В качестве показателей центральной тен-
денции значений изучаемых признаков ис-
пользовали среднее арифметическое (М) и/или
медиану (Ме) с указанием 95% доверительно-
го интервала. При необходимости охарактери-
зовать разброс значений какого-либо призна-
ка указывали его минимальное и максималь-
ное значения, а также первый и третий квар-
тили. Уровень достоверности нулевой гипо-
тезы (р) для принятия решения о значимости
БЕТА-ЛАКТАМАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ МОКРОТЫ
123
полученных результатов во всех тестах был
принят равным или менее 0,05. Для выявле-
ния корреляционных взаимосвязей мы исполь-
зовали метод ранговых корреляций Спирме-
на, для подтверждения достоверности разли-
чий изучаемых признаков в независимых вы-
борках  U-тест Манна-Уитни или медианный
тест (при попарном сравнении переменных)
либо дисперсионный анализ Краскела-Уолле-
са (при одновременном сравнении перемен-
ных в 3 и более выборках).
Оценка эффективности диагностических
методик определялась при помощи ROC-ана-
лиза с построением ROC-кривых и расчетом
«отсечных» значений бета-лактамазной актив-
ности, соответствующих оптимальному соче-
танию чувствительности и специфичности
метода. Для данных вычислений мы исполь-
зовали программу MedCalc 10.2.
Результаты и обсуждение
Средний уровень выявленной нами
бета-лактамазной активности мокроты соста-
вил 13,0% (95% ДИ: 10,515,5), медиана уров-
ня активности  7,3% (95% ДИ: 5,79,4).
Минимальный выявленный уровень активно-
сти был равен 0, максимальный  83,4%.
При анализе центральных показателей и
дисперсии бета-лактамазной активности об-
разцов мокроты больных пневмониями
(n=124), декомпенсированным ХОБЛ (n=19) и
раком легких (n=18) оказалось, что ни медиа-
ны уровня активности, ни межквартильный
размах, ни диапазоны разброса значений ак-
тивности в трех указанных подгруппах значи-
мо не различаются, что подтверждается тес-
том Краскела-Уоллеса (р=0,97) и медианным
тестом (р=0,78).
Корреляционный анализ показал, что
уровень бета-лактамазной активности мокро-
ты прямо коррелирует с продолжительностью
лихорадочного периода (R=0,177, р=0,024,
n=163); данная корреляция является слабой,
однако отражает определенную тенденцию.
Кроме того, были обнаружены прямые корре-
ляции между уровнем бета-лактамазной ак-
тивности мокроты и фактом назначения ан-
тибиотиков резерва (R=0,235, р=0,003, n=163),
а также фактом назначения антибиотиков ре-
зерва бета-лактамного ряда (R=0,287,
р<0,0001, n=163). При проведении аналогич-
ного корреляционного анализа в подгруппе
больных пневмониями (n=91) данные зависи-
мости проявились более отчетливо: коэффи-
циент корреляции уровня бета-лактамазной
активности мокроты с фактом назначения ан-
тибиотиков резерва составил 0,322 (р=0,002),
а с фактом назначения антибиотиков резерва
бета-лактамного ряда  0,286 (р=0,006). Более
того, в данной подгруппе были выявлены так-
же прямые корреляции уровня бета-лактамаз-
ной активности мокроты с числом замен схем
антибактериальной терапии (R=0,231 при
р=0,027), а также с фактом назначения анти-
биотиков резерва, не относящихся к бета-лак-
тамам (R=0,214 при р=0,042).
Необходимо отметить, что бета-лактам-
ными антибиотиками резерва в составе стан-
дартных схем антибактериальной терапии,
принятых в БСМП г. Витебска, по факту явля-
лись имипенем, цефепим и амоксициллин/
клавуланат, а в качестве препаратов резерва,
не относящихся к бета-лактамному ряду, ис-
пользовались левофлоксацин и доксициклин.
Соответственно, ясно прослеживается
тенденция, согласно которой, высокий уро-
вень бета-лактамазной активности мокроты у
больных с бактериальными инфекциями ды-
хательных путей соответствует сниженной
эффективности проводимой таким больным
антибактериальной терапии с применением
бета-лактамных препаратов первой линии, а
также более частому появлению необходимо-
сти назначения антибиотиков резерва, вклю-
чая бета-лактамные препараты, устойчивые к
большинству бета-лактамаз (карбапенемы,
цефалоспорины 4-го поколения, ингибитор-
защищенные препараты), а также антибиоти-
ки резерва, не относящиеся к группе бета-лак-
тамов. С целью углубленного изучения дан-
ной тенденции нами был предпринят фактор-
ный анализ клинико-лабораторных данных в
подгруппе больных с пневмониями.
В результате оказалось, что значительная
(73,2%) часть анализируемой выборки отчет-
ливо подразделяется на три неодинаковых
группы:
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1) группа 1  характеризуется высокой
бета-лактамазной активностью мокроты, сред-
ним возрастом больных, средней продолжи-
тельностью госпитализации и лихорадочного
периода, но крайне высокой (R=0,95) часто-
той назначения антибиотиков резерва, вклю-
чая как бета-лактамные препараты, так и ан-
тибиотики из других фармакологических
групп;
2) группа 2  отличается средним возра-
стом больных, большой длительностью гос-
питализации, высоким максимальным уров-
нем лихорадки и значительной продолжитель-
ностью лихорадочного периода, при этом у них
отмечался средний уровень бета-лактамазной
активности мокроты, а антибактериальные
препараты резерва обоих типов назначались
лишь изредка;
3) группа 3  характеризуется низкой
бета-лактамазной активностью мокроты, по-
жилым возрастом больных, а также неболь-
шой продолжительностью госпитализации и
лихорадочного периода; антибиотики резер-
ва этим больным не назначались практически
никогда.
Таким образом, результаты выполненно-
го ранее корреляционного анализа подтверж-
даются данными, полученными на том же
материале с применением факторного анали-
за: группа больных пневмониями неоднород-
на  в ней выделяется подгруппа больных с
высокой бета-лактамазной активностью мок-
роты и низкой эффективностью стартовой ан-
тибактериальной терапии, что вынуждает ле-
чащих врачей назначать сильнодействующие
антибиотики резерва почти всем таким паци-
ентам. Замена антибактериальной терапии у
этих больных явно эффективна, поскольку дан-
ная подгруппа характеризуется средней про-
должительностью госпитализации и лишь
незначительной тенденцией к удлинению ли-
хорадочного периода (R=0,32). Логично пред-
положить, что высокая бета-лактамазная ак-
тивность мокроты и низкая эффективность
стартовой антибактериальной терапии у та-
ких больных  это причина и следствие.
Частотный анализ распределения значе-
ний уровня бета-лактамазной активности мок-
роты показал, что оно сильно смещено впра-
во, т.к. большая часть проб мокроты не обла-
дает значимой бета-лактамазной активностью.
В то же время четко выделяется небольшая
группа образцов мокроты, обладающих высо-
кой (более 20%) бета-лактамазной активнос-
тью; количество данных проб не превышает
30, и они составляют 18,4% от всей выборки
(95% ДИ: 12,524,4). Естественно предполо-
жить, что данные пробы мокроты получены
от больных, заболевание у которых было выз-
вано возбудителями, продуцирующими значи-
тельное количество бета-лактамаз, вследствие
чего терапия бета-лактамными антибиотика-
ми у таких пациентов могла быть малоэффек-
тивной.
Для подтверждения указанного предпо-
ложения нами был проведен анализ достовер-
ности различий клинико-лабораторных пока-
зателей, характеризующих тяжесть течения
заболевания и эффективность проводимой
антибактериальной терапии, между подгруп-
пами пациентов с высокой и низкой бета-лак-
тамазной активностью мокроты. Для этого
использовался U-тест Манна-Уитни. Получен-
ные в процессе сравнения результаты приве-
дены в таблице 1.
Из материалов, представленных в таб-
лице, определенно следует, что относительно
высокая (более 20%) бета-лактамазная актив-
ность мокроты соответствует приблизитель-
но удвоенной вероятности неуспеха антибак-
териальной терапии, что выражается в повы-
шенной частоте замен схем терапии, более
частом назначении антибиотиков резерва,
включая сильнодействующие бета-лактамные
препараты (карбапенемы, цефалоспорины 4-
го поколения, ингибитор-защищенные бета-
лактамы), а также в большем количестве сум-
марно назначенных за время стационарного
лечения антибиотиков.
Для некоторых показателей из перечис-
ленных в таблице 1 (тех, где характеризуемый
признак может находиться только в двух взаи-
моисключающих состояниях: он либо есть,
либо полностью отсутствует) можно вычис-
лить отношение рисков (risk ratio, RR [11]), а
также доверительные интервалы для него.
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Значения отношения рисков (RR) для некоторых показателей,
характеризующих эффективность антибактериальной терапии, проводимой пациентам
с бактериально-воспалительными поражениями бронхов и легких
Показатель Risk Ratio 95% ДИ 
3 и более смены антибактериальной терапии 3,07 1,456,51 
Факт назначения антибиотиков резерва 2,03 1,123,68 
Факт назначения антибиотиков резерва из группы бета-лактамов 2,36 1,105,06 
Всего назначено 5 и более антибиотиков 2,22 1,114,44 
 
Данные, приведенные в таблице 2, пол-
ностью подтверждают сделанные нами ра-
нее выводы: относительно высокая (более
20%) бета-лактамазная активность мокроты
достоверно увеличивает вероятность неуда-
чи стартовой эмпирической антибактериаль-
ной терапии, проводимой пациентам с брон-
холегочными заболеваниями, в 2,0-3,1 раза.
Нижний предел доверительных интервалов
всех рассчитанных нами отношений рисков
превышает единицу, что указывает на высо-
кую статистическую значимость результатов
вычислений.
Согласно результатам проведенных нами
ранее экспериментов, человеческий сыворо-
точный альбумин (ЧСА), содержащийся в био-
логической жидкости, может обусловить на-
личие в ней бета-лактамазной активности,
определяемой по распаду нитроцефина [12,
13]. Для того, чтобы оценить влияние ЧСА на
уровень бета-лактамазной активности мокро-
ты, мы обработали 17 проб мокроты с наибо-
лее высокой активностью взвесью гранул го-
лубой сефарозы (пр-ва Sigma, кат. № R9903),
способных избирательно абсорбировать ЧСА
из раствора. В результате оказалось, что в 5
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пробах мокроты из 17 (29,4%) уровень бета-
лактамазной активности после обработки не
изменился, а в оставшихся 12 (70,6%)  сни-
зился в среднем на 23,6 процентных пункта
(п.п.), причем указанная разница была стати-
стически значима (ранговый знаковый тест,
р=0,0015); в целом же бета-лактамазная актив-
ность мокроты после обработки голубой се-
фарозой значимо не изменилась (снизилась на
7,8 п.п., р=0,14).
Таким образом, можно утверждать, что
по крайней мере в некоторых образцах мок-
роты наличие ЧСА вносит определенный
вклад в суммарный уровень выявляемой бета-
лактамазной активности; влияние свойств
ЧСА на результаты замеров можно устранить
путем обработки проб мокроты взвесью гра-
нул голубой сефарозы.
При бактериологическом исследовании
мокроты в 60 образцах из 163 (36,8%) был
выделен бета-гемолитический стрептококк
группы А, в 6 случаях (3,7%)  S. pneumoniae,
в 1 случае (0,6%)  E. coli, в 4 случаях (2,5%)
 K. pneumoniae, в 1 случае (0,6%) 
P. aeruginosa; из 91 образца мокроты (55,8%)
не было выделено патогенной микрофлоры.
Таким образом, более чем в половине случа-
ев при наличии у пациентов клинически и
лабораторно очевидной бактериальной пато-
логии бронхолегочной системы возбудитель
из мокроты не был выделен, что свидетель-
ствует о неадекватности методов бактерио-
логического обследования, используемых ла-
бораторной службой. Более того, значитель-
ную часть (83,3%) выделенной микрофлоры
составляет бета-гемолитический стрептококк
группы А  условно-патогенный возбудитель,
обитающий в ротовой полости и, реже, в вер-
хних дыхательных путях больных и здоровых
лиц. В этой связи не приходится удивляться
тому, что корреляционный анализ не выявил
значимой зависимости между уровнем бета-
лактамазной активности мокроты и фактом
высева из соответствующих образцов мокро-
ты патогенной микрофлоры, устойчивой к
бета-лактамным антибиотикам. При этом 66
из 72 обнаруженных возбудителей (91,7%)
оказались устойчивы к ампициллину (т.е.,
возможно, данные изоляты продуцируют ка-
кие-либо бета-лактамазы), 6 (8,3%)  к цефо-
таксиму (что указывает на продукцию БЛРС
соответствующими возбудителями), и лишь
1 (1,4%)  к оксациллину (что является сви-
детельством наличия у данного штамма ме-
тициллинорезистентности).
Заключение
1. Тест-система «БиоЛактам» может ус-
пешно использоваться для качественной и ко-
личественной оценки бета-лактамазной ак-
тивности мокроты.
2. До 89% (95% ДИ: 84,293,8) проб
мокроты обладает бета-лактамазной активно-
стью, отличной от нуля.
3. Бета-лактамазная активность мокро-
ты у больных пневмониями, ХОБЛ и раком
легких значимо не различается.
4. По крайней мере в некоторых случаях
ЧСА вносит определенный вклад в суммар-
ный уровень бета-лактамазной активности
мокроты; влияние свойств ЧСА на результа-
ты замеров можно устранить путем обработ-
ки проб мокроты взвесью гранул голубой се-
фарозы.
5. Относительно высокая (более 20%)
бета-лактамазная активность мокроты досто-
верно увеличивает вероятность неудачи стар-
товой эмпирической антибиотикотерапии бак-
териальных поражений бронхов и легких в 2,0-
3,1 раза.
6. Тест-система «БиоЛактам» позволяет
оценивать наличие и уровень бета-лактамаз-
ной активности мокроты без обязательного
этапа выделения из нее чистой культуры воз-
будителя заболевания.
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